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The aim of this work was to develop a technology for obtaining bacterial exopolysaccharides. The problem was solved by
using the bacterial strain Halovibrio variabilis UzAS3 as a polysaccharide producer. The optimal parameters of bacterial cultivation
have been determined. A technological scheme for obtaining bacterial polysaccharides has been developed, which includes such
stages as the cultivation of bacteria, the separation of bacterial biomass from the culture liquid, desalting, precipitation, washing and
drying. The obtained results show that bacteria have a high potential for the yield of bacterial exopolysaccharides (7.1-9.5 mg/ml).
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Целью данной работы являлась разработка технологии получения бактериальных экзополисахаридов. Поставленная
задача решалась применением в качестве продуцента полисахарида штамма бактерий Halovibrio variabilis UzAS3. Определены оптимальные параметры культивирования бактерии. Разработана технологическая схема получения бактериальных
полисахаридов. При ферментации 1000 л питательной в конце технологического процесса получаем 11 кг экзополисахаридов. Полученные результаты показывают, что бактерии обладают высоким потенциалом по выходу бактериальных экзополисахаридов (7,1-9,5 мг/мл).
Ключевые слова: бактериальные полисахариды, пищевые биополимеры, выделение полисахаридов
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Ushbu tadqiqot ishining maqsadi bakterial ekzopolisaxaridlarni olish texnologiyasini ishlab chiqish hisoblanadi. Polisaxarid ishlab chiqaruvchisi sifatida Halovibrio variabilis UzAS3 shtammini qo'llash orqali oldinga qo'yilgan masala hal qilindi. Bakteriyalarni
o'stirish uchun optimal sharoit tanlandi. Bakterial polisaxaridlar olish texnologik sxemasi ishlab chiqilgan bo'lib, bakteriyalarni o'stirish,
biomassasini kultural suyuqlikdan ajratib olish, tuzsizlantirish, cho'ktirish, yuvish va quritish kabi bosqichlarni o'z ichiga oladi. Olingan
natijalar bakteriyalarning ekzopolisaxaridlar (7.1-9.5 mg/ml) hosil qilish unumi yuqori potensialga ega ekanligini ko'rsatadi.
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Введение
Несмотря на многообразие биополимеров
и их практическую значимость, только некоторые из них получили промышленную реализацию [1-3]. На глобальном рынке гидроколлоидов доминируют полисахариды водорослей и
растений, такие, как альгинат, крахмал, пектин,
карагинан, галактоманнан и др. Доля бактериальных экзополисахаридов (БЭПС) на рынке
гидроколлоидов не превышает 10 % [4-6]. Во
многом это обусловлено низким выходом и высокой себестоимостью получаемых продуктов.
Для замены растительных гидроколлоидов на
аналоги микробиологического происхождения
требуются инновационные подходы [7-11].
Сдерживающими факторами их промышленного производства является несовершенство
технологии производства и вследствие этого
высокая себестоимость продукции. Большого
внимания также требует разработка эффективной технологической линии для ферментации и
выделения полимеров из питательной среды
[12]. Их широкий спектр применения обусловлен их разнообразными и модифицируемыми
свойствами в качестве загустителей, гелеобразо-
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вателей и пленкообразующих агентов, стабилизаторов, текстуризаторов и эмульгаторов. Кроме
того, исследования последних лет показали, что
некоторые микробные полисахариды обладают
значительными иммуномодулирующими свойствами (противоопухолевыми, противовоспалительными, антимикробными) или гипохолестеринемическими и гипогликемическими свойствами, что делает их идеальными кандидатами
для использования в «функциональных продуктах питания» или «нутрицевтиках» [13].
Галофильные почвенные микроорганизмы
представляют собой группу микроорганизмов,
которые могут расти в средах с высокой концентрацией соли [14]. Большинство галофилов
встречаются в гиперсоленых водах, почвах, солевых и соленых отложениях [15]. Аэробные,
анаэробные и факультативные микроорганизмы
архей и бактерий соленых вод Мертвого моря,
Средиземного моря, Большого Соленого озера
(Юта, США), Антарктических озер, Магади и
других регионов были изучены и разделены на
группы в соответствии с их ростом и развитием
в солевой среде [16]. Концентрация солей для
слабых галофилов составляет 2-5%, 5-20% для
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средних галофилов и 20-30% для сильных галофилов [15-18]. Эти бактерии продолжают свою
деятельность с помощью систем переноса протонов в цитоплазматической мембране (АТФ и
замена натрия протонным насосом) [19-20].
Целью данной работы являлась разработка
технологии получения полисахаридов Halovibrio
variabilis. Поставленная задача решается применением в качестве продуцента полисахарида штамма бактерий Halovibrio variabilis
UzAS3. Указанный штамм депонирован во
Коллекции микроорганизмов Института микробиологии АН РУз.
Методы исследования
Объектом исследования служили бактерии Halovibrio variabilis UzAS3, выделенные в
2019 году из гиперсоленых водоемов Республики Каракалпакстан: озеро около Кунграда [21].
Пробы воды отбирали из дна высыхающего озера (глубина 10–20 см) в месяце май 2019 г. и
собирали в стерильные пластиковые контейнеры. Соленость образцов определяли на рефрактометре MASTER-S28a (ATOGO, Япония). Для
культивирования галофильных бактерий использовали жидкую среду следующего состава
(г/л): NaCl – 156,0; MgCl2·6H2O – 13,0;
MgSO4·7H20 – 20,0; CaCl2·6H20 – 1,0; KCl – 4,0;
NaHCO3 – 0,2; NaBr – 0,5 ва KH2PO4 – 0,5;
NH4Cl – 2,0; FeCl3·6H2O – 0,005; глюкоза – 10,0;
дрожжевой экстракт – 10,0 (pH 7,2).
Культивирование бактерий в периодическом процессе проводили в термостате
(Memmert, Германия) в колбах Эрленмейера
объемом 1 л, содержащих 500 мл питательной
среды с барботированием воздуха (аэрация,
100%) и подсветкой белым светом периодичностью 14 часов подсветки и 10 часов темной фазы
при 35-37 ºС при соотношении питательной среды и инокулята (титр 108 клеток в 1 мл) 100:1
[22]. Для подсчета титра клеток использовали
камеру Тома-Горяева (МиниМед, Россия) [23].
Для изолированной культуры бактерии
описывали морфологию колоний, осуществляли
окрашивание по Граму согласно процедуре [24],
тесты с гидроксидом калия [25], окрашивание
спор в соответствии с [26]. Исследование проводилось на лабораторном микроскопе DM1000
(Leica, Германия) для определения подвижности, формы и размера клеток на разных стадиях
роста в жидкой и твердой питательной среде
[23, 27]. Для отнесения галофильных микроорганизмов к одной из четырех групп изоляты тестировали на способность к росту на плотной среде
с различным содержанием NaCl (0.5, 10, 15 и
25%) [27].
Из жидкой культуры на стационарной фазе роста клетки осаждали центрифугированием
(РС-6, Россия) при 4400 об/мин в течение 20
мин, супернатант диализовали в течение 24 ч
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Рисунок 1. Зависимость титра клеток от солености
питательной среды.

против дистиллированной воды через мембрану
с пределом исключения 12-14 кДа (Scienova
GmbH, Германия). Из диализата культуральной
жидкости
полисахариды
осаждали
1,5
объемами охлажденного 96% этанола (4 °С, 12
ч),
отделяли
осадок
(полисахариды),
промывали дважды по 200 мл этанолом (96%)
и сушили при 25 ºС. Количество углеводов
определяли методом [28]. Получили 5 г (1%)
сухих бактериальных полисахаридов [21].
Для выделения экзополисахаридов, образованных в культивируемой среде, использовали
96% этанол. Для этого 100 мл культивируемой
жидкости центрифугировали (РС-6, Россия) при
8000 об/мин в течение 20 минут. Полученный
супернатант помещали в целлюлозный диализный мешок Zellu Trans Dialysis Tube T4
(Scienova GmbH, Германия) и диализовали при 4
ºC в течение 24 часов против 2,5 литров дистиллированной воды (воду меняли дважды). Далее
диализат смешивали с охлажденным этанолом в
соотношении 1,0:1,5 и выдерживали в течение 6
часов при температуре 4 ºC для образования
плотного осадка. Осадок экзополисахаридов отделяли от надосадочной жидкости фильтрованием и промывали дважды этанолом в соотношении 1:2 в течение 30 мин. Полученные полисахариды сушили при 25 ºC в течение 24 часов в
сушильном шкафу (Memmert, Германия).
Результаты и обсуждение
Образцы гиперсолёных вод и кристаллов
солей высевали в питательную среду с
концентрацией NaCl от 5 до 30%). Различные
образцы были отобраны на основе формы, розово-красного цвета бактерий, образованию отдельных колоний в питательных средах.
Рост изолированных бактериальных колоний в питательной среде с высокой концентрацией соли (20–25%) указывает на то, что выделенные бактерии являются галофильными
(рис.1).
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Рисунок 2. Зависимость титра клеток от температуры среды.

Рисунок 4. Зависимость титра клеток от длительности
культивирования бактерий.

Рисунок 3. Зависимость титра клеток от рН среды.

Рисунок 5. Скорость роста культивирования бактерий
в зависимости от длительности культивирования.

Оптимальную температуру для культивирования бактерий определяли, выращивая
бактерии в средах при температурах от 15 до
50 ºС (рис. 2).
Оптимальной температурой для культивирования бактерий является 37 ºС.
рН среды также является важным показателем, т.к. он показывает уровень закисленности среды метаболитами и является критерием, влияющим на выход полисахаридов в
культуральную среду (рис. 3) [29-30].
Оптимальный рН для культивирования
бактерии определяли на рН-метре (MettlerToledo, Китай), выращивая бактерии в твердых питательных средах в исходными рН от
5,1 до 9,0. Оптимальным рН для бактерий было 7,5.
Далее изучали титр клеток бактерий во
времени при вышеуказанных оптимальных
условиях в течение 13 суток (рис. 4).
На 10 сутки бактерии переходят на стационарную фазу и в этот период наблюдается
выход полисахаридов.
Полученные результаты после выделения экзополисахаридов, образованных в культивируемой среде показывают, что бактерии
обладают высоким потенциалом по выходу
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бактериальных экзополисахаридов (7,1-9,5 мг/
мл) по сравнению с результатами, представленными в литературе (3 мг/мл) [30].
В общем виде кинетика концентрации
клеток в непрерывной культуре без учета вымывания клеток описывается уравнением
(1)
где µ – функция, описывающая размножение популяции (скорость роста).
Его решение дает
(2)
Здесь X0 – начальный титр клеток. Она
постоянна при неограниченных ресурсах питательных веществ.
При ограниченных концентрациях питательного субстрата величина µ будет уменьшаться.
В общем случае, зависимость скорости
роста культуры по питательному субстрату с
насыщением описывается выражением Моно:
.

(3)

Здесь µ max – максимальная скорость
роста микроорганизмов, S – концентрация
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Рисунок 5. Технологическая схема производства бактериальных полисахаридов:
1–ферментер для культивирования бактерий; 2-насос; 3-сепаратор; 4-резервуар для этанола;
5-реактор для осаждения полисахаридов; 6– резервуар для стандартизации полисахаридов;
7-сушильный аппарат; 8-сборник готовой продукции.

субстрата, K s – константа, численно равная
концентрации субстрата, при которой скорость роста культуры равна половине максимальной.
Применяя эту модель к культивированию бактерии Halovibrio variabilis для получения экзополисахаридов, мы можем на основе роста титров клетки (рис. 4) рассчитать
динамику скорости роста (рис. 5) согласно
выражению:
(4)
На рисунке 5, за начальный титр клеток брали значение 1.5 млн/мл. Как видно из
рисунка 5, скорость роста достигает максимального значения на 3-сутках и потом
уменьшается из-за уменьшения концентрации субстрата.
Константы скоростей µ max и K s могут
быть определены по эмпирической зависимости скорости роста культуры (µ) от концентрации питательной субстрата (S). В
нашей работе, лимитирующими факторами
являются количество глюкозы и рН среды.
На основе полученных результатов
предложена технологическая схема получения бактериальных полисахаридов (рис. 5),
которая включает следующие позиции:
Питательная среда в объеме 1000 л переносится в ферментер (1), стерилизуется в
самом ферментере и остужается до 37 ºС.
Далее в ферментер вносится инокулят бактерий в количестве 10 л и бактерии культивируются в течение 5 дней до достижения титра клеток до 10 9 клеток/мл.
Культивирование бактерий осуществ-

66

ляется при следующих условиях: соленость
среды по NaCl – 20%, температура 37 ºС, рН
7,5 и время культивирования 13 суток. После достижения титра бактерий 10 9 клеток/
мл и количества экзополисахаридов в культуральной жидкости 1%, культуральная
жидкость перекачивается с помощью насоса
(2) в сепаратор (3) для отделения биомассы
от культуральной жидкости и далее культуральная жидкость переносится в биореактор
(5) для осаждения полисахаридов. Туда же
поступает этанол из резервуара (4) в объеме
1500 л, смесь перемешивается и выдерживается в течение 2 часов для формирования
плотного осадка (массы) полисахаридов.
Над осадочная водно-спиртовая смесь отделяется декантацией, осадок промывается
этанолом (200 л) два раза (общий объем этанола 400 л), стандартизируется в резервуаре
(6) и направляется на сушку (7). Сухая масса
полисахаридов опять стандартизируется и
собирается в сборнике (8).
Заключение
Полученные результаты показывают,
что бактерии обладают высоким потенциалом по выходу бактериальных полисахаридов (10 мг/мл). Поддержание в среде культивирования концентрации питательных веществ и солей температуры 37 ºС, а также
100% насыщение воздухом питательной среды в процессе культивирования создает оптимальные условия для роста бактерий, а
управление таких параметров, как количество глюкозы (1%) и рН 7,5 дает возможность повысить титр бактерий и увеличить
выход полисахаридов.
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